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 先に土井, 伊藤らは, BALB/Cマウス胸腺腫瘍か ら胸腺ナース細胞 (TNC) とTリ ンパ腫 (L
 1, L2, L8) を樹立し報告した。 今回著者は, このうちTリ ンパ腫L2が同一腫瘍由来のL1,
 1。8細胞と比較 して早期からリ ンパ行性に転移するという事実 に注目 した。 そ してこのL2細胞
 の担癌動物内における動態を 観察 し, 癌のリ ンパ行性転移解析のモデルを作製する目的で, L2
 特有の表面抗原 に対するモノ ク口回ナル 抗体 (NH629) を作製 し, その解析を行なった。
              方法
 (1)L2に対す るモノ クローナ ル抗体の作製:BALB/cマウスTリ ンホーマ株L2を免疫原と して
 SD系ラットを免疫し, その脾細胞4×10日個とミエローマ細胞 (P3×63。Ag653) 8×107個と
 を50%ポリエチレングリコールを用いて細胞融合を行なった。 HAT培地で10日間培養 した後,
 補体依存性細胞障害試験を行ない, L2 に対 して細胞障害を示 しBALB/cマウス胸腺細胞, L1,
 L8, YAC1及 びRDM4に対 しては障害活性を示さなかった培養上清を選択 した。 選択 した細
 胞群は, 限界希釈法でクロー ン化を行ないNH629抗体を産生するハイ ブリ ドーマを得た。 (2)NH
 629抗体の認識 している抗原 (B8) の解析 :L2 をプロナーゼ (1000V/ml) トリプシン (3mg
 / m1) トニカマイ シン (5 μg/m1) で処理 した後NH629抗体で染色 し, フローサイ トメ トリー
 (EPICS) にて解析を行なった。 又, L2細胞膜より糖脂質を抽出 し, EI。王SA法で解析 した。
 (3) B8 抗原分布の解析:正常マウスリ ンパ系細胞, 活性化丁細胞及 び各種腫瘍性細胞とNH629抗
 体との反応性は, EPICSにて検討した。 (4)L2の変異株の樹立と転移1作製した抗体が, 生体内
 におけるL2細胞の初期の動態を観察するト レーサーと して使用 できるかを確認するために, 担
 癌マウ ス内で増殖 した細胞の表面抗原 と転移能とを検討 した。 L2 1×107個を回収 してマウス
 腹腔内に接種 し, 20日後の担癌マウス腹水中の細 胞を同様の方法で別のマウスに接種するとい
 う操作を繰り返 し行なった。 回収した細胞の表面抗原は, EPICSで解析 した。 その結果B8抗原
 の発現量と, 転移能の異なる変異株が, L2 の中に存在することが示唆されたためし2を限界希釈
 法で再度クロー ン化 し, 3種の変異株 (F3, F4, D9) を得た。 これらの変異株のうちB8抗
 原の発現量 が対照的であったF3 とF4 をそれぞれ1×107個ずつマウス足底部 に接種 し, 転移の
 様子を観察した。 接種後3, 4, 7, 10, 14, 21, 28日目に担癌マウスを剖検 し, 経時的に転移の有





              結果
 丁リ ンホーマ株L2は, Thy1抗原を発現 し, Ly七2, L3T4 抗原をほとんど発現 していない未
 熟胸腺リ ンパ球様の表面抗原 を示 し, 胸腺支質細胞の1っであるTNCの上面に付着するという性
 質を有する細胞であった。 又, 同一胸腺腫瘍由来のクロー ンL1, L8 と比較すると, 早期から広
 範な臓器に転移を形成 した。 このL2 に対 して作製 したモノ クローナ ル抗体のNH629のイ ムノ グ
 ロブリ ンサブク ラスはlgMであり, その認識 している抗原B8 は糖脂質であった。 B8 抗原 は, B
 ALBICマウス正常細胞には発現 しておらず, ある種の腫瘍性細胞 (P3X, NS1, BCL1, Lce11,
 MethA) に発現 している腫瘍関連抗原である可能性が示唆された・ さらに実験を重ねるうち に,
 L2 の中には, B8 抗原の発現量と, 転移能とが異なる少なくとも数種類の変異株が存在すること
 が示唆されたため, これをクロー ン化 し, B8抗原が安定 して発現 している細胞株F4 を得た。 こ
 の細胞は, B8抗原をほぼ100%発現 している細胞で, マウスに接種後7日目より肉眼的転移が確
 認さ れう る極めて高転移性の株であっ た。 そのため作製 したN}{629抗体をト レーサーと して初
 期の転移を観察するのに有用 な細胞であると思われた。 これに対 してB8抗原を発現 していない
 F3 は, F4 に比べ転移能が低く, B8 抗原発現と, 転移性との間の関連性が示唆された。 F4細
 胞をマウスの足底部に接種 し, 初期の局在を観察 した。 その結果F4細胞 は, 膝窩リ ンパ節にお
 いて接種後3日目で既に検出さ れ, 7日目から14白目にかけて辺縁洞を中心に著 しく増殖 し,
 順次傍皮質に向かって侵潤をした。 一部の細胞は中間洞を上行 し, 髄洞 に達する様子が観察され
 た。 一方, 鼠径リンパ節では, 接種後5日目頃か ら検出され, 膝窩リ ンパ節と同様の経過を辿る
 こと が分かった。 このF4 を使った転移の実験系の様 に転移細胞 を早期か ら観察 した例 は少なく,
 今後転移現象 を解明するにあたり 基礎となるモデルになると考え られる。
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 審査結果の要旨
 悪性腫瘍の悪性たる所以は, リンパ行性ない し血行性転移 を生 じ, 全身 に散布されるところに
 ある。 しかしこの転移は, 腫瘍によってその程度が異り, 転移 し易い腫瘍と, 比較的転移 しにく
 い腫瘍とがある。 この転移 し易さが何によっておこるかが分れば, それを繰作する可能性も考え
 られ, 癌制圧の方策 も立てられるかも知れない。 この転移性の問題は, 研究者が等しく注目する
 ところであるが, 研究の糸口 が掴みにく く, 殆ん ど進んでいな いのが現状であ る。
 そこで日野典之は, マウスのTリ ンパ腫細胞系を用 いて, リ ンパ行性転移の機構を詳細 に研究
 し, この難問に挑戦 した。
 土井, 伊藤らはBALB/cマウス胸腺腫瘍からTリ ンパ腫細胞系 (L1, L2, L8) を樹立 したが,
 L2 はしi, L日 にく らべてり ンパ行性転移を生 じ易い。 日野はこのL2の転移を詳細 に研究 し, L1,
 L,と比較することにより, 転移のメ カニズム を解析 しょうとした。 L・ に特異的なモノクローナ
 ル抗体NH629を作成 し, 解析手段と して用いた。
 L2 は, Thy1抗原を発現 し, Ly七2, L3T4抗原を発現 しなかった。 L2に対するモノクローナル
 抗体NH629はlgM抗体であった。 NH629の認識する抗原B8 は糖脂質であった。
 L、系を培養 しつづける中に, B、抗原の発現能と転移能が異る数種の変異株が存在することが
 分った。 これを別々にクロー ン化 し, B、抗原が安定して発現する細胞株F・を得た。 この細胞は
 B、抗原を100%発現 し, マウスに接種すると7日目に は肉眼的転移 を形成 した。 これに対 してB,
 抗原を発現 しないF、 は転移能が低く, B,抗原発現と転移能との間に関連が認められた。
 このF、のような細胞株 はま だ報告がな く, 今後転移現象を解明するために は貴重な細胞株 と思
 われる。
 以上, 日野典之のこの研究は, 悪性腫瘍の転移機構に関して新しい知見を加えたものと言える。
 その上, 易転移性丁細胞リ ンパ腫株F、を樹立 し, 今後の転移研究を容易ならしめたことは大きな
 功績である。 よってこの研究は, 充分, 医学博士の学位にあたいするものと考える。
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